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Apresentação
O conhecimento do teor de aminoácidos nos alimentos é informação valiosa para
nutricionistas e a indústria de alimentos.
O objetivo deste trabalho foi ajustar metodologia para determinação quantitativa
dos níveis de aminoácidos protéicos em grão de milho, por cromatografia de
troca iônica, utilizando cromatógrafo líquido de alta eficiência (HPLC).
Hélio Teixeira Prates
PhD Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo
Documentos22.p65 01/10/2003, 13:265
Sumário
Introdução .......................................................................9
Metodologia .................................................................. 10
Condições Analíticas do Analisador de Aminoácidos........... 13
Considerações Finais ....................................................... 16
Agradecimentos ............................................................. 16
Biografia Consultada ....................................................... 17
Aminogramas ................................................................. 18
Documentos22.p65 01/10/2003, 13:267
Metodologia para Análise
de Aminoácidos protéicos
em Grãos de Milho
Hélio Teixeira Prates
Introdução
A metodologia de análise de aminoácidos utiliza um técnica
laboriosa envolvendo várias etapas. Por outro lado, existe uma
variedade de equipamentos de diferentes tipos de fabricação,
o que acrescenta mais variáveis a serem observadas para uma
boa execução da metodologia. Essas dificuldades só podem
ser superadas desde que se façam os ajustes necessários para
cada caso e haja uma uniformização de resultados. Essa
iniciativa foi tomada por Llames e Fontaine (1994), através de
um estudo colaborativo, em que foram abordados todos o
métodos disponíveis.
Este trabalho tem como objetivo apresentar metodologia
ajustada para as condições do Laboratório de Agroquímica da
Embrapa Milho e Sorgo, com base naquela preconizada por
Llames e Fontaine (1994), através de trabalho em colaboração
com a Profa. Eloísa de O. Simões Saliba – Chefe do
Laboratório de Nutrição Animal do Departamento de Zootecnia
da Escola de Veterinária da UFMG, utilizando cromatográfico
líquido de alta eficiência (HPLC), adaptado com sistema de
análise de aminoácidos, modelo Shimadzu LC-10A.
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Metodologia
Análise de Aminoácidos Protéicos
· Após recebimento da amostra moída, triturá-la
manualmente em gral até passar em peneira de 60 mesh.
· A amostra deve ter um peso equivalente a 20 mg de
proteína bruta. Colocar em tubo de ensaio de 20 mL, com
tampa rosqueável.
· Acrescentar 10 mL de HCl 6 N, deixar no ultrassom por 5
min.
· Retirar o ar do tubo injetando nitrogênio gasoso por 30
segundos, rosquear a tampa (bem vedada) e deixar em
estufa a 110ºC, por um período de 24 h.
· Retirar da estufa, deixar esfriar, filtrar em filtro Whatman
nº 1 (ou equivalente) para balão de fundo redondo de 50
mL, lavando o filtrado com água Milli-Q.
· Evaporar até quase secura, no evaporador  rotatório, a
60ºC.
· Transferir a amostra para balão volumétrico de 10 mL e
completar o volume utilizando tampão citrato pH 2,2
(durante a transferência, limpar bem o balão contendo a
amostra com tampão citrato, para não deixar resíduos).
· Tomar 1 mL e colocar em balão de 10 mL, completando o
volume com tampão citrato pH 2,2. Verificar o pH, que
deve estar entre 2,2 e 2,5 (caso contrário, ajustá-lo com
HCl ou NaOH).
· Tomar 1 mL da amostra em seringa descartável, filtrar em
unidade filtrante Millex (membrana PTFE, 0,22 mm de
diâmetro de poro e 13mm de diâmetro) e colocar no
amostrador automático, para posterior injeção no
analisador de aminoácidos. O aminograma IV.1 mostra uma
mistura de padrões dos aminoácidos protéicos e o
aminograma IV.2, uma amostra de milho proveniente do
Laboratório de Nutrição Animal da UFMG.
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Importante:
1 – Os resultados de proteína bruta e gordura (%) devem
acompanhar a amostra para a análise de aminoácidos.
2 - As amostras devem ter, no máximo, até 5% de gordura.
Caso contrário, a análise de aminoácidos será realizada no
resíduo do extrato etéreo.
3 – A hidrólise ácida utilizada não quantifica metionina e
cistina, os quais são subestimados, sendo o triptofano
decomposto (Llames e Fontaine, 1994).
Análise de Metionina e Cistina por Hidrólise Ácida com
Pré-oxidação
Para evitar a degradação de parte da metionina e cistina
durante a hidrólise ácida, esses aminoácidos foram
determinados numa segunda amostra, utilizando etapa de
oxidação com ácido perfórmico previamente à hidrólise ácida.
Dessa forma, a metionina é quantificada como metionina
sulfônica e a cisteína, como ácido cistéico.
· Após o recebimento da amostra moída, triturá-la
manualmente em gral até passar em peneira de 60 mesh.
· A amostra deve ter um peso equivalente a 20 mg de
proteína bruta. Colocar em balão de fundo redondo, com
capacidade de 50 mL.
· Utilizando capela, adicionar 8 mL de ácido perfórmico e
deixar em banho de gelo por 4h. Colocar 0,3 mL de ácido
bromídrico (48%), deixando 30 min. em banho de gelo .
· Evaporar até quase secura, no evaporador  rotatório, a
60ºC .
· Transferir para tubo de ensaio de 20 mL com tampa
rosqueável, usando HCl  6N, até atingir aproximadamente
10 mL.
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· Tampar o tubo (bem vedado) e colocar na estufa por um
período de 24 h.
· Retirar da estufa, deixar esfriar, filtrar em filtro Whatman
n.1 (ou equivalente) para balão do evaporador rotatório de
50 mL, lavando o filtrado com água Milli-Q.
· Evaporar até quase secura, no evaporador  rotatório, a
60ºC .
· Transferir a amostra para balão volumétrico de 10 mL e
completar o volume utilizando tampão citrato pH 2,2
(durante a transferência, limpar bem o balão contendo a
amostra com tampão citrato, para não deixar resíduos).
· Tomar 1 mL e colocar em balão de 10 mL, completando o
volume com tampão citrato pH 6,0. Verificar o pH, que
deve estar entre 6,1 e 6,2 (caso contrário, ajustá-lo com
HCl ou NaOH).
· Tomar 1 mL da amostra em seringa descartável, filtrar em
unidade filtrante Millex (membrana PTFE, 0,22 mm de
diâmetro de poro e 13mm de diâmetro) e colocar no
amostrador automático, para posterior injeção no
analisador de aminoácidos. Metionina sulfônica
(aminograma IV.3) e ácido cistéico (aminograma IV.4).
Importante:
a) Os resultados de proteína bruta e gordura (%) devem
acompanhar a amostra, para a análise de aminoácidos.
b) As amostras devem ter no máximo 5% de gordura. Caso
contrário, a análise de aminoácidos será realizada no resíduo
do extrato etéreo.
Documentos22.p65 01/10/2003, 13:2612
13Metodologia para Análise de Aminoácidos Protéicos em Grãos de Milho
Condições Analíticas do Analisador
de Aminoácidos
Preparo de soluções para o analisador de aminoácidos
Fase móvel
a ) Fase móvel A (AA-MA):
· Encher 1/3 do volume de um balão volumétrico de 2 L com
água Milli-Q
· Dissolver 39,2 g de citrato de sódio di-hidratado, sal tri-
sódico p.a (0,2 N)
· Adicionar 140 mL de etanol 99,5 %, p.a
· Acrescentar 33,3 mL de ácido perclórico 60%, p.a
· Ajustar pH 3,22, com hidróxido de sódio p.a ou ácido
perclórico p.a.
· Completar volume para 2 litros com água Milli-Q
b) Fase móvel B (AA-MB):
· Encher 1/3 do volume de um balão volumétrico de 2 L com
água Milli-Q
· Dissolver 117,6 g de citrato de sódio di-hidratado, sal tri-
sódico p.a (0,6 N)
· Dissolver 24,8 g de ácido bórico p.a.(0,2 M)
· Adicionar 60 mL de NaOH 4 M
· Acertar o pH 10.0
· Completar volume para 2 litros com água Milli-Q
c) Fase móvel C (AA-MC):
· 8 g de NaOH para 1000 mL de H2O (0,2 M)
Obs.: o pH das fases móveis A e B só deverá ser ajustado 24 h após o
preparo e deve ser lido em potenciômetro, com três casas decimais. Fase
móvel A - pH 3,22 e fase móvel B - pH 10,0.
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Preparo de soluções de reação pós-coluna
a) Solução de reação
· Encher metade de um balão volumétrico de 1 L com água
Milli-Q
· Dissolver os reagentes na seguinte seqüência:
40,70 g de Na2CO3 p.a
18,80 g de K2SO4 p.a
13,57 g de H3BO3 p.a
· Completar volume para 1 litro.
b) Solução pós-coluna de hipoclorito de sódio - NaClO (AA-
RA)
· Colocar 0,2 mL de solução NaClO p.a. em balão
volumétrico de 500 mL e completar com solução de reação
preparada no item a
c) Solução de reação pós-coluna  OPA – ortofitaldialdeído
(AA-RB)
· Dissolver 400 mg de OPA em 7 mL de etanol (pureza para
HPLC) e transferir para balão volumétrico de 500 mL
· Adicionar 1 mL de 2-mercaptoethanol p.a
· Completar o volume com solução de reação preparada no
item a
Obs.: as soluções de fase móvel A (AA-MA), B (AA-MB) e C
(AA-MC) e de pós-coluna A (AA-RA) e B (AA-RB) devem ser
filtradas com filtro de membrana de diâmetro de poro de
0,45mm e degaseificadas em ultrassom, antes de serem
usadas no analisador de aminoácidos.
d) Solução de ácido perfórmico (100 mL) para abertura de
amostra para análise de metionina
· Colocar, em um erlenmeyer de 125 mL, 10 mL de peróxido
de hidrogênio (H2O2) 30% p.a.
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· Acrescentar 90 mL de ácido fórmico 88% p.a e deixar em
repouso por 30 min.
· Em seguida, deixar em banho de gelo por 15 min.
Obs.: a solução deve ser preparada no dia da análise
e) Solução de Citrato (100 ml) para diluição das amostras para
injeção no analisador de aminoácidos.
· Pesar 1,961 g de citrato de sódio di-hidratado, sal tri-
sódico p.a para 100mL de H2O (0,2 N)
Obs.: ajustar pH da solução 2,2 para os aminoácidos e 6,0
para a metionina e cistina
Importante:
Os reagentes a serem utilizados devem ser de boa qualidade,
sendo que, para as fases móveis, devem ser de qualidade tipo
“SIGMA ULTRA”. Esse cuidado deve ser observado, para não
se colocar em risco a coluna do analisador de aminoácidos.
Condições analíticas do analisador de aminoácidos
Volume de injeção: 10 mL
Temperatura de forno: 60ºC
Detetor de fluorescência: EX l 350 nm
EM l 450 nm
Coluna de separação : Shim-pack Amino-Na
Coluna Trap de Amônia : Shim-pack ISC-30Na
Para a separação dos aminoácidos, usar fase móvel A, B e C,
de acordo com o seguinte gradiente:
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a) 0-9 min - fase móvel A
b) > 35 min - fase móvel C
Para a reação de derivatização pós-coluna, usar soluções:
AA-RA - solução NaClO
AA-RB - solução OPA
Considerações finais
A análise de triptofano é normalmente realizada por
espectrofotometria.
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Aminogramas
· Aminograma de mistura de padrões com 10 ppm de cada
aminoácido
** Peak Report **  METOD044.D01  02/03/26
** Peak Report **      METOD044.D01    02/03/26     08:25:40
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· Aminograma de amostra de milho proveniente da UFMG
** Peak Report **       METOD070.D01     02/04/02      14:41:24
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· Aminograma de metionina sulfônica em amostra de milho
IHP
** Peak Report **       METOD047.D01       02/03/26        11:12:12
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· Aminograma de ácido cistéico da amostra de milho IHP
** Peak Report **         METOD047.D01        02/03/26     11:12:12
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